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In  the  last  15  years,  80  %  of  all  recombinant  proteins  reported  in  the  literature  were 
produced  in  the  bacterium,  Escherichia  coli,  or  the  yeast,  Pichia  pastoris.  Nonetheless, 
developing  effective  general  strategies  for  producing  recombinant  eukaryotic membrane 
proteins  in  these  organisms  remains  a  particular  challenge.  Using  a  validated  screening 
procedure together with accurate yield quantitation, we therefore wished to establish the 
critical steps contributing to high yields of recombinant eukaryotic membrane protein  in P. 
pastoris. Whilst  the  use  of  fusion  partners  to  generate  chimeric  constructs  and  directed 
mutagenesis have previously been  shown  to  be  effective  in bacterial hosts, we  conclude 
that  this  approach  is  not  transferable  to  yeast.  Rather,  codon  optimisation  and  the 
preparation  and  selection  of  high‐yielding  P.  pastoris  clones  are  effective  strategies  for 
maximising yields of human aquaporins.  
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proteins  are  key molecules  in  the  communication  and  transport  processes  of  a  cell  and 
consequently  the  majority  (60‐70  %)  of  current  drug  targets  are  membrane  proteins. 
However, membrane proteins  are difficult  to produce, purify  and  crystallize  [1, 2], which 
hampers  structure‐aided  drug  design.  Essentially,  there  are  no  more  than  277  unique 
membrane protein st uctures (http://blanco.biomol.uci.edu/Membrane_Proteins_xtal.html) 
in  the  Protein  Data  Bank  (http://www.rcsb.org/)  of  which  35  %  are  eukaryotic  and  one 
quarter  of  these  (9  %)  are  of  human  origin.  Obtaining  sufficient  functional  membrane 








membrane  proteins,  there  are  good  reasons  to  choose  a  eukaryotic  rather  than  a 
prokaryotic  host:  the  rate  of  polypeptide  elongation  is  4‐10  times  slower  in  eukaryotes 
compared  to prokaryotes and  the  translocon  is different  [5]. Studies  in yeast have  shown 
that  translation  rather  than  transcription  or  targeting  is  the  main  limiting  factor  for 
membrane protein production  [6, 7].  In addition, the  lipid composition  in prokaryotes and 
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In  the  last  15  years,  80  %  of  all  recombinant  proteins  reported  in  the  literature  were 





25  mg  pure  protein/L  have  been  reported  from  Saccharomyces  cerevisiae  [13],  115  mg 
highly‐pure  membrane  protein  per  litre  culture  are  achievable  in  P.  pastoris  [14,  15]. 





Transformation  of  the  corresponding  plasmid  DNA  can  be  achieved  by  two  different 
methods; chemical transformation using lithium chloride or electroporation. Electroporation 
is  commonly  recommended  since  the  higher  transformation  frequency  achieved  by  this 
method more  likely  results  in a higher  frequency of multiple  insertions of  the gene  to be 
integrated [17]. This higher gene dosage, resulting in so‐called ‘jack‐pot’ clones, is assumed 
to  further  result  in  a higher  yield of  the  final protein product  [18]. However,  for  integral 
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pastoris, were  therefore used  to assess  the  impact of  the  transformation method on  the 






protein  (MBP) as well as other  fusion partners  (e.g. the carboxyl terminal  fragment of the 
Mycobacterium  tuberculosis  antigen)  have  significantly  increased  the  overall  yields  of 
soluble recombinant proteins  in both E. coli and yeast [20‐22]. Recently, the protein Mistic 
was  suggested  to  perform  the  same  role  for  eukaryotic  integral  membrane  proteins  in 
bacteria  [23,  24].  Further  investigations  of  Mistic  homologues  revealed  that  the 
hydrophobic  core  and  the  length  of  the  linker  between  the  proteins  are  crucial  for 
successful  production  of  fusion  proteins  in  E.  coli  [25].  The  development  of  a  similar 
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Notably,  even  though  the  human  aquaporins  represent  a  fairly  homogenous  group  of 
targets, their yield  in P. pastoris showed a surprisingly high variation [19]. Therefore, gene 
optimisation  in the context of differences  in CAI, gene sequence repeats, codon usage, GC 
content,  polyA  sites,  splice  sites  and  RNA  secondary  structure  (Geneart;  based  on 





to  identify  the  critical  steps  contributing  to  increased  final  eukaryotic membrane protein 
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Biolabs),  respectively, were used.  For all  constructs, C‐terminal hexa‐histidine  tag directly 




site. This  construct, Opt‐Mistic/pPICZB, was used  as  vector  for  the M1  and M2  construct 
(see Fig. 3A). The full length hAQP1 and hAQP8 was amplified and inserted downstream of 
the  linker  in  Opt‐Mistic/pPICZB.  A  codon  optimised  gene  of  hAQP4  for  production  in  P. 
pastoris was ordered from GenScript. The gene was flanked by restriction sites for SfuI and 
XbaI which were used to sub‐clone the gene into the P. pastoris vector pPICZB, creating the 





(see  Fig.  4A)  two  primers were  annealed  to  each  other  creating  a  double  stranded DNA 
fragment with two cleavage sites for restriction enzymes. This fragment was inserted into a 
new  vector,  hAQP8M/pPICZB  (described  below),  upstream  of  the  hAQP8  gene  with 
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F2 was made  in one single PCR  reaction where  the  forward primer contained a 17 amino 
acid  long  linker with a spacer region and a TEV protease cleavage site (see  figure S1). The 
PCR product was  inserted  into pPICZB‐hAQP1‐Myc‐His6  [14] downstream the hAQP1 gene. 
For C1 (see Fig. 5A) the N‐terminus of hAQP1 was included in the forward primer, whereas 
for C2‐C4  (see Fig. 5A)  two different gene  fragments were amplified  in separate reactions 
and ligated in a blunt end ligation. The resulting DNA fragments were used as a template for 
a new PCR  reaction and  the  resulting  chimeric  fragment were  cloned  into  the P. pastoris 
vector pPICZB. S1 (see Fig. 6A) was made in the same way as C1 whereas for S2 (see Fig. 6A) 








high  concentration  of  zeocin  (2000  µg/mL)  and  analysed  after  two  to  seven  days.  The 
protein production yields of  selected  transformants were quantified using  the  small  scale 
screening method for protein production as described in previous work [12, 19]. To optimise 
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the  screen  for  growth  on  high  zeocin  YPD  plates,  40  colonies  were  compared  in  three 
different variants of the method. In the first screen, a pipette tip was used to streak cells on 
the high  zeocin plate, having  the  intrinsic disadvantage  that  slightly different amounts of 
cells  are  streaked  out which  in  turn  affect  the  accurate  comparison.  For  a more  reliable 
comparison, the screen was improved by resuspending the cells in YPD media and adjusting 
OD600 to 20 mOD units in each drop, assuring that the same amount of cells were plated for 





All constructs were  linearized using  the PmeI restriction endonuclease  (Fermentas) before 
transformation to the P. pastoris wild type strain X‐33. The substitution constructs S1 and S2 
in  figure 6 was  transformed using  the  lithium chloride method, since  this was  the original 
transformation  method  for  the  reference  protein  SoPIP2;1.  The  lithium  chloride 
transformation method in brief; P. pastoris cells are grown to an OD600 of 0.9, washed with 
water  and  LiCl  and  resuspended  in  LiCl.  Cells,  PEG,  carrier DNA  and  the  plasmid DNA  is 
mixed in an eppendorf tube, incubated at 30°C for 1h and then subjected to a heat shock at 
42°C  for 25min. Finally,  the cells are  incubated  for up  to 4h at 30°C and spread on zeocin 
containing YPD plates. Also, for comparison of transformation methods, the lithium chloride 
method was also used for selected constructs (hAQP1, hAQP4 and hAQP8) in Fig 1. Based on 
the  results  from  Fig.  1,  all  other  constructs  were  transformed  by  electroporation 
(Invitrogen).  In  brief,  P.  pastoris  cells  are  grown  to  an OD600  of  1.3, washed  by  ice  cold 
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distilled  water  and  resuspended  in  cold  sorbitol.  Cells  and  DNA  is  mixed  in  an 
electroporation  cuvette  and  subjected  to  an  electric  pulse  of  2.2kV  directly  followed  by 





To  measure  the  membrane  expression  profile,  line  intensity  profiles  were  generated  of 
confocal  images  of  individual  live  cells.  A  minimum  of  three  line  profiles  distributed  at 
regular  intervals  covering  the  entire  cell  were  measured  in  at  least  three  independent 




termed the relative expression  (RE)  [29, 30].An RE of 100%  indicated that all  fluorescence 
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Chemical  transformation  and  electroporation were  evaluated  for  the  generation  of  high‐
yielding P. pastoris clones. Members of the aquaporin family, for which we had previously 
established  accurate production  yields  in P. pastoris were  selected  as  targets  in order  to 
determine whether  their  yields  could  be  further  improved  in  the  clone  generation  step. 
hAQP1, hAQP8 and hAQP4 had previously been shown to be produced respectively in high‐, 
moderate‐  and  no‐yield  following  chemical  transformation  [19].  Total  production  yields 
were  therefore  quantified  after  either  chemical  transformation  or  electroporation. Using 
our established method for reliable quantitation of membrane protein production yields, we 
estimated  the  relative yields  in  total cell extracts using  immunoblots of  triplicate cultures 
compared with a reference target and an internal standard [19]. The resulting yield of each 
target  from whole  cell  lysates was quantified as  shown  in Fig. 1A. hAQP1 was  seen  in  its 






while electroporation  resulted  in  yields promising  for  scale up and purification  trials  (Fig. 
1B).   
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relationship  between  the  final  recombinant  protein  yield  in  whole  cell  lysates  and  the 
growth of the recombinant host at high zeocin concentrations (2000 µg/mL; Fig. 2A). For the 
aquaporins  under  study,  a  clear  correlation  between  the  ability  to  grow  on  high 
concentrations of antibiotic and membrane protein production yields emerged, where the 
largest  colonies  also  showed  the  highest  protein  production  yield,  consistent  with  the 




difficult  to  identify  on  account  of  differences  in  cell  density.  A  more  accurate  variant 
therefore compared an equal density of cells  (Fig. 2C). However,  the most  reliable screen 
was achieved when both the cell density and volume were adjusted (Fig 2D). Based on this 
screen, the crude extract from the two best growing colonies, 11 and 21 (Fig. 2D; Table 1), 




Confocal  imaging of  recombinant P. pastoris  cells  showed membrane  localization of both 
hAQP1‐GFP  and  hAQP8‐GFP  (Fig.  3).  This  supports  the  production  of  correctly‐folded, 
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We examined whether production of our  low‐yielding AQP  targets  could be  improved by 
fusing them to Mistic, a protein which has previously been shown to be stably produced at 
high yields in bacterial membranes. Chimeras were made in various combinations (Fig. 4A). 
For  use  in  P.  pastoris,  Mistic  was  specifically  codon  optimised  (Opt‐Mistic)  and  its 
production was found to be remarkably stable (Fig. 4B) with yields in the same range as the 
highest hAQP1 yield  (Fig. 4C). The  fusion of Opt‐Mistic to hAQP1  (M1) resulted  in a stable 
product of the expected molecular weight where the monomeric band was dominant on the 
immunoblot but a dimeric form was also observed (Fig. 4B). For Opt‐Mistic‐hAQP8 (M2) the 
majority  of  the  product  corresponded  to  the  expected  molecular  weight,  but  some 
degradation, as seen  for hAQP8 alone, was also observed  (Fig. 4B). However,  for both M1 
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The  carboxy‐terminal  hydrophilic  extensions  of  AQP1  may  direct  high  yields  of  human 
aquaporins 





individual  fusion partners  consistent with degradation  and  instability of  the product  (Fig. 
5B). Overall the total yields were not improved (Fig. 5C). For F1 and F2, a linker of 17 amino 
acids had been  included between the two proteins, but when this was removed the same 




To more specifically  identify regions of AQP1  that might direct high yields,  four additional 
chimeric constructs were made (C1‐C4; Fig. 6A). These constructs were comprised of hAQP8 
in which  the amino‐terminus, TMD1, TMD1‐2 or TMD1‐3 were  substituted  in  turn  for  the 
corresponding  sequences of hAQP1. When  the amino‐terminal  sequences of hAQP8 were 
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In  order  to  investigate  the  role  of  the  termini  with  respect  to  production  yields,  the 
hydrophilic domains of two highly‐produced targets, hAQP1 and SoPIP2;1, were exchanged. 
The  amino‐  and  carboxy‐termini  of  SoPIP2;1  were  replaced  with  the  corresponding 
sequences of hAQP1, to give S1 and S2, respectively (Fig. 7A). For this approach, the hAQP1 
construct giving the highest yield in P. pastoris; hAQP1‐Myc‐His6 with a yield of 1.5 relative 
to  SoPIP2;1  production  [19],  was  used.  Notably,  S1  and  S2  were  stably  produced,  no 
degradation  was  observed  (Fig.  7B)  and  the  yield  of  SoPIP2;1  was  not  affected  by  the 






and  high  yields  were  observed  (Fig.  4D).  hAQP4  was  therefore  selected  for  codon 
optimisation, giving Opt‐hAQP4, on account of  its  low yields  ([19] and Fig. 1). Opt‐hAQP4 
showed  a  substantial  increase  in  yield  comparable  with  that  of  hAQP1  (Fig.  8B),  clearly 
supporting  the use of codon optimisation  in order  to  increase  initial production yields. As 
seen  in Fig. 8A, Opt‐hAQP4 was stably produced  in P. pastoris and bands corresponding to 
both the monomeric and oligomeric forms were observed on the immunoblot. In a previous 
study,  two mutations directing  the  folding pathway were  introduced  into hAQP4  (M48N, 
L50K; [19]) resulting in hAQP4* being produced at higher yields than hAQP4. We noted that 
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codon optimisation exceeded  the benefits of  this mutational  strategy by a  factor of  two. 
When  hAQP4*  in  addition  was  codon  optimised,  giving  Opt‐hAQP4*,  stable  products  at 
slightly higher yields  than Opt‐hAQP4 was achieved  in P. pastoris  (Fig. 8B).  In both cases, 
applying  mutation  or  optimisation,  there  is  sufficient  material  for  further  functional 
characterisation and crystallisation attempts of the full length hAQP4 protein.  
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In  order  to  optimise  any  protein  production  experiment,  several  parameters  must  be 




Chemical  transformation  using  lithium  chloride  has  previously  been  used  routinely  in 
generating P. pastoris strains [19] despite the fact that electroporation is likely to result in a 
higher  frequency  of  multi‐copy  integrants  [17],  which  in  turn  should  result  in  higher 
production yields. While several studies have suggested that slowing the rate of translation 




improvement was observed  following electroporation  (Fig. 1)  suggesting  that  low yielding 
targets benefit from increasing gene dosage. This was supported by the observation that the 
highest yielding  clones also  survived growth on high  zeocin  concentrations, as multi‐copy 
insertions  contain  repeated  insertions  of  the  gene  of  interest  together  with  a  zeocin 
resistance gene. The frequency of multi‐copy insertion is predicted to be 1‐10% and hence it 
would be necessary to screen up to 1000 transformants in order to identify them. We noted 
that  screening on 2000 μg/mL  zeocin  is a  rapid and effective way  to  identify  these high‐
yielding clones.  
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Notably,  confocal  microscopy  imaging  of  hAQP1‐GFP  and  hAQP8‐GFP  showed  that  both 
high‐  and  moderate‐yielding  targets  were  localized  to  the  yeast  membrane,  supporting 
proper processing of  recombinant  integral membrane proteins  in  the host cell. Moreover, 
the  total  amount  estimated  by  imaging  is  in  good  agreement  with  the  total  production 
yields quantified by  immunoblot  (Fig. 4C).  Interestingly,  the expression profile of  the  two 







24].  In a  first approach, Mistic  [23] was codon optimised  for production  in P. pastoris and 
used  as  a  fusion  partner  for  hAQP1  and  hAQP8  representing  a  high‐  and  a  low  yielding 
target, respectively. Even though codon‐optimised Mistic itself was produced at high yields 
in  P.  pastoris,  it  did  not  direct  high  yields  of  its  fusion  partners  (Fig.  4B).  A  possible 
explanation  for  this  is  that  fusion of  the  two proteins  results  in a chimera  that cannot be 
easily  processed  by  the  yeast  translocon  machinery,  compared  with  its  prokaryotic 
counterpart. More  likely, however,  is  that Mistic, which  is a prokaryotic protein, does not 
behave in the same way when produced in a yeast cell and, hence, does not bring the same 
positive  influence  in a eukaryotic context. In contrast, a eukaryotic membrane protein that 
has  already  been  shown  to  be  stably  produced  in  high  yields  in  P.  pastoris  should  be  a 
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protein, or parts of  its amino‐terminus was not a successful strategy  resulting  in unstable 
products  and  low  yields  (Fig.  5).  Interestingly,  different  folding  routes  are  observed  for 
aquaporins when  their  transmembrane domains are  inserted  in various orders which may 
explain  this  observation  [31].  In  relation  to  this,  shorter  amino‐terminal  exchanges  in 
general resulted in more unstable proteins compared to the situation where half the protein 
was exchanged (Fig. 5). This coincides well with the fact that aquaporins are comprised of an 








indication stable  formation of stable product  formation  from those domain swaps  (Fig. 7). 
Noteworthy, the substitution of the C‐terminus resulted  in an even higher yield compared 
to  native  SoPIP2;1.  Mainly,  this  observation  emphasize  that  the  importance  of  the 
hydrophilic  extensions  for  high  production  yield.  In  addition,  the  stable  production  of 
domain swaps between hAQP1 and SoPIP2;1 implies that these two proteins share the same 
folding  pathway,  while  hAQP8  has  another  folding  route  giving  rise  to  unstable  hAQP1‐
hAQP8  chimeras  (Fig.  6).  Our  previous  results  showing  that  the  successful  strategy  to 
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into account  in the experimental design  [34]. Codon optimisation  in order to optimise the 
sequence  for a specific host has been used with great success previously. Especially when 
the codon usage for the gene and the specific host is severely different, as for Plasmodium 
falciparum AQP produced  in P. pastoris  [27], codon optimisation  is the  logic approach. On 
the  contrary, a  totally different  situation emerged  for human proteins  to be produced  in 
yeast. More  specifically, Codon Adaptation  Index  (CAI)  for one of  the  low yielding human 
aquaporin  targets,  hAQP4,  is  very  similar  in  human  and  in  yeast;  0.760  and  0.707, 




likely explanation  to  this  is  the benefit  from  improved mRNA  stability  in  the  specific host 
which is the additional improvement besides CAI adaption included in the gene optimisation 
concept. While the codon optimisation as such  is  likely to  improve the translation process 
making  sure  there  is no depletion of  tRNAs  for  a  specific  codon, other  strategies  can be 
applied  to  improve  the  translocation  process  specific  for  integral  membrane  proteins. 
Noteworthy,  translocation  is highlighted as  the main bottleneck  for  successful membrane 
protein production, especially  for heterologous production  [5].  Indeed,  specific mutations 
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a  very positive  influence on  the production  yield  [19]. However,  for  such  specific protein 
dependent strategies, a deep knowledge of the selected target is critical, knowledge that to 
date could be regarded as luxury taking collection of substantial amounts of functional and 
structural  information on each  individual protein. However,  for  the  few  cases when  such 
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When  getting  as  far  in  the  optimisation  as  possible with  the  construct  design,  the  other 




the  cellular  machinery  compared  to  their  soluble  counterparts,  growth  is  a  critical 
consideration. Taken together, a substantial improvement on membrane protein production 
can  be  achieved  by  method  optimisation  achieving  and  selecting  high  yielding 
transformants. For  the gene design, more  information has  to be gathered  in  this precious 
field in order to understand and be able to conduct a high yielding production experiment of 
a  desired  membrane  protein  target.  At  its  current  status,  it  clearly  takes  directed 
approaches  for  a  specific  protein  to  be  successful.  Hence,  a  deep  knowledge  about  the 
target  of  interest  is  needed.  Thus, we  are  left with  the major  challenge  to  find  general 
concepts valid for any membrane protein. However, the collected message from this study, 
and  other  studies  of  this  kind,  is  that  large  changes  on  the  gene  level  tend  to  have  a 
negative  influence  on  the  production while  subtle  changes  and  directed  protein  specific 
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triplicate  P.  pastoris  cultures.  The  proteins  are  detected  using  the  His‐tag.  Chemical 
transformation is indicated by c and electroporation with e, respectively, after each protein 
name. (B) Bar graph showing the quantified production yield relative the reference protein 
SoPIP2;1. The  left bar  indicates  the  total production yield of clones  transformed with  the 




Showing YPD plates containing high concentration of  zeocin  to  find colonies able  to grow 
during  these  conditions,  suggesting  they have multiple  inserts of  the  expression  cassette 
containing  the zeocin  resistance gene.  (A)  Immunoblot showing  the  total production yield 







Left plate has been  incubated  for  two days and  the  right plate  for  three days.  (D) Screen 
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(yellow), hAQP8 (green) and the  linker (light blue) are  indicated. (B)  Immunoblots showing 
the total production in whole P. pastoris cell extracts of Mistic fusions; M1 and M2; as well 
as  individual fusion partners. Samples representing the total production yield  in P. pastoris 
are  loaded  in  triplicates  for each  construct. The  amount of  total protein  loaded  for each 
construct  is  stated  above  each  immunoblot.  (C)  Bar  chart  showing  the  total  production 
yields of Mistic fusions and individual fusion partners.  
All yields are relative the SoPIP2;1 production, for which the production is set to one. The y‐
axis  represent  average  from  triplicate  cultures,  error  bars  show  the  standard  deviation 
(n=3). 
This Figure is reproduced in colour in Molecular Membrane Biology online. 
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(green)  and  the  linker  (light  blue)  are  indicated.  (B)  Immunoblots  showing  the  total 
production  in  whole  P.  pastoris  cell  extracts  of  fusion  constructs;  F1  and  F2.  Samples 
representing  the  total  production  yield  in  P.  pastoris  are  loaded  in  triplicates  for  each 
construct.  The  amount  of  total  protein  loaded  for  each  construct  is  stated  above  each 
immunoblot.  (C) Bar chart showing  the  total production yield of  fusion constructs; F1 and 
F2, relative hAQP8. All yields are relative the SoPIP2;1 production, for which the production 










yield  of  chimeric  constructs;  C1‐C4,  relative  hAQP8.  All  yields  are  relative  the  SoPIP2;1 
production,  for  which  the  production  is  set  to  one.  The  y‐axis  represent  average  from 
triplicate cultures, error bars show the standard deviation (n=3). 
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respectively,  in  total  cell  extracts.  Samples  representing  the  total  production  yield  are 
loaded  in  triplicates  for  each  construct  produced  in  P.  pastoris.  The  amount  of  protein 
loaded  for each  target  is  indicated on  top of  the  immunoblot.  (B) Bar  chart  showing  the 
quantified  production  yield  of  hAQP4*,  Opt‐hAQP4  and  Opt‐hAQP4*,  respectively, 
compared to hAQP4 and related to the SoPIP2;1 production, for which the production is set 
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1The  constructs  are  named  as  shown  in  Fig.  3‐6  Proteins  partially  amplified  are written  in 
subscript followed by numbers indicating what amino acids this part corresponds to.  
2Forward primers contain a restriction site for EcoRI (underlined)  if not stated otherwise. For 
primers  containing  two  restriction  sites,  both  have  been  stated  in  the  order  they  occur. 
Primers with a phosphorylated 5’ end has been marked with a star (*).  







8This primer has a  restriction site  for SfuI  (underlined).  9This primer has a  restriction site  for 
KpnI (underlined). 
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==========spacer=========== ------------TEV------------ :XbaI:: 
GAT TAC GAT ATC CCA ACT ACC GAA AAC TTG TAT TTT CAG GGT TCT AGA 




GGT ACC TCG AGC CGC GGC GGC CGC CAG CTT TCT AGA 
  G   T   S   S   R   G   G   R   Q   L   S   R 
 
Linker for F1 (16 aa): 
==========spacer=========== ------------TEV------------ :EcoRI: 
GAT TAC GAT ATC CCA ACT ACC GAA AAC TTG TAT TTT CAG GGT GAA TTC 
  D   Y   D   I   P   T   T   E   N   L   Y   F   Q   G   E   F 
 
Linker for F2 (17 aa): 
  ::XbaI::  ==========spacer=========== ------------TEV------------  
GCT CTA GAT GAT TAC GAT ATC CCA ACT ACC GAA AAC TTG TAT TTT CAG GGT 
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